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PLPC, I -palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3 -phosphocholine
SAPC, | -stearoyl-2-arachidon yl- sn- gly cero-3 -phosphocho line
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物性 気体 超臨界流体 液体
密度 [kg・m~3] 0.6ハV2
拡散係数 [10~9m2.s■] 1000～4 00
粘度 [10~5 Pa・S]
300-900    700-1600
20-700      0.2-2


























































































































PC(PLPC),18:0/18:2 PC(SLPC),16:0/20:4 PC(PAPC)and 18:0/20:4 PC(PAPC))(糸屯度
990/0)はAvanti Polar Lipids(Alabastct AL,US→から購入した。SFCの移動本目として用い

















ル500 μL,クロロホルム250 μLをカロえてボルテックスミキサーにより撹拌し10 min静置した.







酸化剤としてBHTO.01%を加えたメタノー ル100 μLを添カロ後, 10分間氷上で静置した後,
遠心分離 (5 min,4°C,1600×g)を行い,上7青5μLをSFC/MS/MSに供した.
2-24¨.装置
SFC装置として分析用SFCであるAnalytical SFC Mcthod Station(Waters,Co。)を使用し,











Instrument Analvtical SFC Method Station
Sample injection volume 5 pL
Oven temperature 35oC
Flow rate 3 mVmin
Mobile phase Carbon dioxide
Modifier Methanol with 0.1% (w/v) ammonium formate






Ionspray voltage 5500 V
Temperature 500 "C
Ion source gasl 80 psi
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表 2-2.酸化 PCのMRNII条件 (ポジティブイオンモード)












PLPC (Cl6:0/Cl8:2) +2O positive 790.6
Hydroperoxide
184.l  polar head(184.l Da)
756.6    
°SS°fhydrogen peroxlde
(~H202)
772.5  1oss ofwater(―島0)
756.6
positive 802.6   184.1
780.6
positive 818.6
positive  798.6   184.1
7844
polar head (184.1 Da)






























































































polar head (184.1 Da)
loss of water (-HrO)
184.1 polar head (184 Da)
loss of hydrogen peroxide
780.6
(-Hzoz)






















































































positive 842.6 184.1 polar head (184.1 Da)
polar head (184.1 Da)
loss of water (-I{rO)
184.1 polar head (184.1 Da)
loss of hydrogen peroxide
784.6
cl{zoz)
800.6 loss of water (-HzO)
184.1 polar head (184.1 Da)
















































































































120   10   38    11
120   10   22    23
120   10   19    25





順相系のカラムとして polaris3 NH2(Varian,250×4.6 rllm I.D.,粒子径 5 μm,),CyanO
(YMC,250×4.6 mmI.D。,粒子径 5 μm9),Pyridinc amide(Princcton,250×4.6 mmI.D.,
















































00 6.0 120 18.0 TimC(血■)
図 2-5.酸化 PLPC分析 MRNIクロマ トグラム
(A):ProC18(YMC),mOdi■er 10%…30%20 min,(B):pOlaris3 NH2(Varian),mOdiner lo%,







保持時間5.82 min,7.82 min,8.05 minに酸化リン脂質が,10.78 minに過酸化物が溶出する
ことが示された (図2-6-村.酸化SLPCは、保持時間5.84 min,7.95min,8.12 minに酸化リ
ン脂質が,10.88 minに過酸化物が溶出することが示された (図2 6¨ B¨)。また,アラキドン酸
付加の酸化PAPCは、保持時間 6.09 min,7.70 min,8.26 minに酸化リン脂質が,9.57 min,
10.46 minに過酸化物が溶出することが示された (図2-6-C).同様に酸化 SAPCは、保持
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図 2-6.酸化 PC分析 MRMクロマトグラム
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(A):唆化 PLPC,(B)]唆化 PAPC,(C)Z唆化 SLPC,(D)]唆化 SAPC
26
図2-6に示すヒドロキシドより遅い保持時間 (7.O min-8.5 min)に溶出した酸化物のピー
クについてEPI分析を行なったが,各種酸化物に特異的なシグナルを検出することができな












表 2-3.酸化 PCのMRNII条件 (ネガティブイォンモード)
Oxidized PC species Hd面け腸舷 Target ittmmDPC EPd CEC  CXPf(V) (V) (V)  (V)
PLPC (Ct6:0/Cl8:2) +O negative 818.6 183.1
SLPC(C18:0/C18:2)+0
195.1
negativc  846.6   183.1
195.1






















-60   -10
















































-10   -50   -13
-10   -60    -13
-10   -50   -13
-10   -50   -13
-60   -10   -80   -13
-60   -10   -70    -13
-60   -10   -50    -13









が 検 出 され た ことか ら 9,10-cpoxidc,12,13-cpoxidcや5,6 e,8,9-epoxide,






















12 0   Timc(min)
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メタノール (HPLC gradc,99.8%)とクロロホルム (HPLC grade,99%)はキシダ化学
(OSaka,Japan)から購入し,蒸留水 (HPLC gradc,99%)と2,2'―アゾビス (2-メチルプロピオ
ンアミジン)二塩酸塩 (AAPH)は和光純薬 (Osaka,Japa⇒から購入した。1,2-ジアシルグ
リセロ…3 ホ¨スホコリン (純度 99%)(16:0/18:2 PC(PLPC),18:0/18:2 PC(SLPC),16:0/20:4






















オンラインSFE―SFCにおいては,血漿サンプルは3 μL,リン脂質標準品は5 μLを直径 3
mmに切り取つたDMSカードに染み込ませて,抽出用空カラム (lo×4 11m ID,■her2
μm;GL scicncc)の中に装填し,オンラインSFE―SFC/MS/MSシステムに取り付けた。
3-2-3.装置


















図 3…1.オンライン SFE―SFC/MS/MSシステム概 略図
質量分析装置としては第 2章と同様に Mu■●le reaction montoring(MRMD分析や
















Head group scanrange (m/z) Scan mode Target ion collision(m/t) Energy (V)
PC,LPC,SNI1    450-710     Prccursor ion scan     184.1         50
PC,LPC,SM     610…950     Precllrsor ion scan     184.1        110a

















必要となる.逆相系カラムの代表であるODSカラム (oDS-3;250×4.6 11m ID;GL scicncc)
は,リン脂質の保持が弱くモディファイヤー濃度が低い条件 (10%)でリン脂質が溶出してし
まつた。よつて,リン月旨質の保持が逆相系カラムより強い順相系カラムの検討を行つた.まず ,
順相 系カラムとしてシリカベ ースに Ethylpyridneを修 飾 した 2-Ethylpyridineカラム
(PrinCetOn,250×4.6 111m I.D。,粒子径 5 μm9)を用いた。2 E¨thylpyridincカラムは,リン脂
質の保持はするものの SMとLPCのピークが重なり,分離ができないことから本分析系には
不適であつた (図 3-2-→.そこで分析用カラムとしてリン脂質分子種の保持が強くモディフ
ァイヤー量を増カロすることでリン月旨質が溶出する PC HILICカラム (sHIsEIDO,250×4.6












(a) Precursor ion scan m/z 184
Neutral loss scan m/z l4t















Neutral loss scan m/z l4l
.0 12.0 14.0 16.0 18.O Time(min)
図 3…2.リン脂質標準品分析結果のトー タルイオンクロマトグラム
(⇒:2-Ethylpyridineカラムを使用 (モディファイヤー10%-30%20 min3






































































































Precursor ion scan m/z 184
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Precursor ion scan m/z I84
High energy CE I l0eV
Neutral loss scan m/z I
46
表 3…3.オンラインSFE―SFC/MS/MSを用いて検出できたマウス血漿中リン脂質分子種







/z  RT(mm)PLsm/z RT (min) PLs RT(mh)
LPC 16■cC  480 3   10 3   PC 34:2c     7445
LPC 15:0    482 3   10 2  PC 33:1      7465
LPC 16:1    494 4   10 5   PC 34:Oc     748 6
LPC 16:0    496 4   10 4  DISMd 16:0  7056
LPC 18:2c   506 3   10 4  DISM 16:1   7035
LPC 17■    508 4   10 3   DISM 18:0   7336
LPC 1710    510 3  10 4  SM 14:0    6755
LPC 18:3    518 3   10 6  SM 16:0    7035
LPC 18:2    520 4  10 5  SM 16:1     7015
LPC 18:1    522 4  10 4  SNl 18:0    7317
LPC 19:1    536 4  10 2  SM 18:1     7295
LPC 20:5    5423   106  Sヽ4 18:2   7275
LPC 20:4    5444  106
LPC 20:3   5464  105
LPC 20:2   5484  105
LPC 20:1    5504  104
LPC 22:6   5684  107
LPC 22:5    5704  106
LPC 22:4    5724   105
LPC 22:0    5804  103
LPC 24:0    6085   102
LPC 26:1   6345  102
LPC 30:0    6925   105
LPC 30:1    6905   103
LPC 32:0    7206  105
LPC 32:1   7186  106
PC 30:2     7025   93
PC 30,1     7045   93
PC 30:0     7066   93
PC 28:1     6765   93
PC 29:1     6905   92
PC 31:3      7145   93
PC 31:2     7165    92
PC 3111      718 5    93
PC 31:0     7206   92
PC 32:6     7225   92
PC 32:3     7285   93
PC 32:2     7305   93
PC 32:1     7326   94
PC 32:0     7345   93
PC 34:6c    7365   93
PC 34:5c    7385   93
PC 34:4e    7405   93
PC 34:3c    7426   94
93   LPC 3210   720 6  10 5  PC 40:3c
92  PC 31:2   716 5   92   PC 40:9
93  PC 31:1    718 5   93   PC 40:lc
96   PC 31:0    720 6   92   PC 40:7
96   PC 32:6    722 5   92   PC 40:6
96  PC 32:1    732 6   94   PC 4015
99   PC 32:0    734 5   93   PC 40:4
99  PC 34:6c   736 5   93   PC 40:3
99   PC 34:3c   742 6   93   PC 40:2
98   PC 34:2e   744 5   93   PC 40:l
98   PC 34:1    746 5   92   PC 41:7
98   PC 34:Oe   748 6   93   PC 41:6
PC 34:2    758 5   94   PC 42:5c
PC 34i1    760 6   93   PC 41:4
PC 3410    762 6   93   PC 41:3
PC 36:5c   766 5   94   PC 41:2
PC 36:4c   768 6   93   PC 41:1
PC 35:3    770 5   93   PC 42:7
PC 35:2    772 5   94   PC 42:6
PC 36■c   774 6  93   PC 42:5
PC 36:Oc   776 6   93   PC 42:4
PC 36:5    780 6   93   PC 45:2
PC 36:4    782 6   95   DISM 16:0
PC 36:3    784 6  94  DISM 18:0
PC 36:2    786 6   94   DISヽ( 24:l
PC 36i1    788 7   93   DISM 24:6
PC 3610    790 6   93   SM  14:0
PC 38:6c   792 5   94   SM  16:0
PC 38:5c   794 6   94   SM  16:1
PC 38:4c   796 7   93   SM  1 810
PC 38:3c   798 6   93   SM  18:1
PC 38:2c   800 7   94   SM  18:2
PC 38:lc   802 7   93   SM 20:0
PC 38:7    804 5   93   SM 20:1
PC 38:6    806 5   95   SM 22:0
PC 38:5    808 6   95   SM 22:1
PC 38:4    8106   94   W1 22:2
PC 38:3    812 7   94   SM 22:6
PC 38:2    814 7   94   SM 24:0
PC 39:8    816 6   93   SM 24■
PC 38:0    818 7   94   SM 24:2
PC 40:6c   820 7   95   SM 24:6
PC 40:5e   822 6   93   SM 24:7
PC 39:4    8247   93
LPE 18:0   4824   108
PE 33:2    7026   96
PE 36:5c   7245   96
PE 36:3c   7285   97
PE 36:2e   7305   96
PE 38:6e   7506   97
PE 37:5    7525   97
PE 37:4   7545   96
PE 38:2c   7587   96
PE 38■c   7607   95
PE 39:6    7785   97
8267  93
8285   93
8306  92
8325   95
8346   95
8366  95













8646   95
8667  94
9127   95
70 6   96
7336   96
8157   96







7597   98
7577   98
7877   98
78 7   98
7837   99
7756   98
8157   98
81 6   98
8117   99
8037   98
8016   98
" phospholipids.
b retention time.















































































































0.0 12.0 20.0    24.0     28,0
Time(min)
図 3-6。オンライン SFE―SFC/MS/MSを用いて酸化 PC分析 MRMクロマトグラム
3-3-6.オンラインSFES¨FC/MS/MSを用いた血漿中酸化リン脂質分析
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